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Criblage de molecules k activity anti-prion : 
kits, methodes et tnolScules cribl^es. 

La pr^sente invention se rapporte 4 da criblage de molecules ^ 
activity anti-prion. Elle vise plus particulierement des kits 
de criblage de molecules activite anti-prion, les mSthodes 
de criblage, et une famille de molecules & activite anti-prion 
mise en Evidence ^ I'aide du crible selon 1' invention. 



10 Les prions sont des proteines infectieuses responsables chez 
les manimif eres de certaines maladies neuro-d^g^n^ratives de 
type encephalopathies spongi formes comme la maladie de 
Creutzfeldt -Jakob chez I'homme ou encore les maladies dites 
« de la vache folle » chez les bovins ou « tremblante du 

15 mouton » chez les ovins. Ces diffgrentes maladies sont 
provoquSes par des agents infectieux non convent ionnels : IL la 
difference des agents infectieux traditionnels (bact^ries, 
virus par exemple) , ils ne . contiennent pas d'acides 
nucliiques. Le Professeur Stanley Prusiner a formule 

20 I'hypothdse de « la protSine seule selon laquelle 1' agent 
infectieux ne serait constitue que d'une prot^ine. Cette 
prot6ine existe naturellement dans les cellules sous lane forme 
« normale » (ou PrP^) , c'est-^-dire soluble, essentiellement 
sous for*me d'helice a et non agregee done fonctioxmelle. Dans 

25 certaines conditions encore inconnues, cette proteine peut se 
transformer en une forme prion (ou PrP^^) , Sous cette forme 
prion, la proteine forme des agrSgats insolxibles, 
essentiellement sous forme de feuillets p. Le caractdre 
infectieux de cette conformation prion PrP^*^ viendrait du fait 

30 que, outre les caracteristiques indiquees pr§cederament , la 
proteine sous forme prion gagne egalement la capacite k 
catalyser le passage de la forme cellulaire normale PrP^ vers 
la fozTTie prion PrP^^ dans un mScanisme de type « boule de 
neige 
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La levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae contient 
plusieurs prot^ines se comportant cotnine des prions. (Femandez- 
Bellot et Cullin, 2001) . Dds les annees soixante, deux 
5 m^canismes g^n^tiques non conventioimels y sont decrits. En 
1994, les phenotypes correspondants [PSJ+] et [URE3] ont ete 
proposes comma resultant de 1' inactivation auto-catalytique 
des proteines Sup3 5p et Ure2p respectivement . Ces proteines 
prions presentent done a priori une analogie mecanistique avec 

10 les systimes mammiferes deleteres pour la sante publique. A 
I'instar de la proteine PrP, la proteine Sup35p « normal e » 
passe d'un etat soluble a un etat insoluble et agrege des que 
la proteine est en contact avec une autre proteine Sup35p sous 
la forme prion. Get etat agr6ge est vSrifie tant par des 

15 experiences de centrifugation que par des experiences de 
localisation intracellulaire. Les prions de la levure peuvent 
§tre eiimin^s cur^s ») par une forte dose (1 a 5 mM) de 
chlorure de guanidium. Suite a un tel traitement (qui doit 
§tre applique sur au moins six a dix generations) , les 

20 agregats proteiques generes par la presence des prions 
disparaissent et la proteine en question (Sup35p, par exemple) 
se retrouve sous une forme normale, soluble, f onctionnelle 
mais ayant conserve la susceptibilite d'§tre convertie sous 
une forme prion si elle se retrouvait a nouveau en contact 

25 avec une autre proteine Sup35p dans un tel etat. 

La proteine Sup35p, en complexe heterodimerique avec la 
proteine Sup45p, forme un facteur de terminaison de la 
traduction. Ce facteur reconnait les codons stop opales (UGA) . 
30 Sous sa forme cellulaire normale (solxible et active) dans les 
souches [psi-], Sup35p, en association avec Sup45p termine 
efficacement la traduction au niveau de ces codons opales. 
Dans une souche [PSJ+] ou la proteine Sup35p est sous forme 
prion, elle est majoritairement presente sous forme d' agregats 
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insolxibles. Ne pouvant pas se lier a Sup45p, elle est ainsi 
non fonctionnelle dans la terminaison de la traduction. Une 
petite fraction de 1' ensemble des proteines Sup35p cellulaires 
reste toutefois soluble dans ces cellules [PSI+] ou elle 
permet, en cotnplexe avec Sup45p, d' assurer un <c service 
minimum » de terminaison de la traduction, service essentiel a 
la survie de la levure. Un systeme colorimetrique permettant 
de detect er, de fagon indirecte, la forme sous laquelle la 
proteine Sup35p est presente : normale ou prion, a ete elabore 
i partir de ces constatations . Ce systeme, decrit depuis 
longtemps (voir 1 'article de synthese par Fernandez -Bel lot et 
Cullin, 2001), est base sur I'utilisation de I'all^le adel-14 
du gdne ADEl, codant pour une enzyme de la voie de biosynthdse 
de 1' adenine : la SAICAR synthetase. Cette enzyme catalyse la 
formation de 4- (N-succinocarboxamide) -5-aminoiraidazole 

ribonucleotide (SAICAR) ^ partir de 4-carboxy-5-aminoimidazole 
ribonucleotide (CAIR) . L'alldle adel'14 contient un codon 
opale dans le cadre de lecture du gene AD^l. Dans une souche 
[psi-J , Sup35p en association avec Sup45p va done arr§ter la 
traduction du gdne ADEl au niveau de ce codon stop. La 
proteine adel-14p ainsi traduite sera tronquee et done non 
fonctionnelle. En consequence les substrats en amont de 
1' enzyme Adelp vont s/accumuler, notamment la 5-aminoimidazole 
ribonucleotide (AIR) . L'AIR etant oxyde en un compose de 
couleur rouge, les colonies formees par les cellules [psi-] 
seront de couleur rouge. En outre, ces cellules seront 
auxotrophes pour 1' adenine. A 1' inverse, dans une souche 
[PSI-h] , la proteine Sup35p est essentiellement presente sous 
forme d'agregats done incapable de s'associer avec Sup45p pour 
stopper la traduction au niveau du codon opale de 1' allele 
adel-14 du gene ADEl. En consequence, les ribosomes vont faire 
une pause au niveau de ce codon stop avant de reprendre leur 
activite de traduction (translecture) . Une certaine quantite 
de proteine Adelp fonctionnelle sera done synthetisee, les 
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cellules seront autotrophes pour 1' adenine et formeront des 
colonies de couleur blanche 4 rosSe. 

Dans un 'article paru dans P.N.A.S, I'equipe du Pr. Stanley 
5 Prusiner divulgue un test de detection de molecules ^ activate 
anti-prion (Korth et al . , 2001). Ce test est effectue sur un 
modele de mammiferes (neuroblastomes murins infectes par 
PrP^"") . Les conditions de securite (laboratpire P3) et de 
cultures cellulaires (manipulations assez lourdes) ne 
10 permettent pas de realiser du criblage ^ haut debit. 

La demande WO 98/30909 decrit egalement un precede de criblage 
de molecules ^ activite anti-prion realise sur des rongeurs 
infectes par un agent transmissible non convent ionnel . Cette 
15 mSthode de criblage prgsente les mSmes limites que la m^thode 
d^crite dans P.N.A.S. 

Les travaoax des inventeurs les ont amends a rialiser un 
systdme de criblage haut dSbit pour* mettre en Evidence des 
20 molecules possgdant une activite anti-prion, basg sur le 
systdme rapporteur color imitrique de la proteine Sup35p, 
decrit ci-dessus. 

La presente invention est done relative a un kit criblage de 
25 molecules a activite anti-prion, caracterise en ce qu'il 
comporte en combinaison une levure de phenotype [PSJ+] , un 
antibiogramme et un agent de curage des prions a des doses 
sub-efficaces, ladite levure presentant 1' allele adel-I4 du 
gene ADEl ainsi qu'un gene ERG6 inactive. 



Bien que basS sur les prions des levures, le kit selon 
1' invention permet d'isoler des molecules actives centre les 
prions de mammiferes. L'exemple 7 suivant montre que les 
molecules les plus actives isolees par le Pr. Prusiner 
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prgsentent egalement une activite dans le crible selon 
1' invention. 



Pourtant, on observe de nombreuses differences entre les 
prions de levure et les prions de mammifdres. Dans un article 
de la revue « Cellular and Molecular Life Sciences », le 
Professeur C.Cullin propose m§me au vu de ces differences de 
distinguer les prions de levures de ceux des manimiferes en 
employant le terme de « propagons ». Comme differences 
notables entre les « prions » (maTtimif Sres) et les 
« propagons » (levure) , on peut citer le caractdre 
cytoplasmique des propagons alors que le prion PirP des 
mammifSres est une proteine ancr^e k la membrane plasmique, le 
caractSre pathologique des prions de mammifSres, ainsi gu'un 
certain nombre de differences biophysiques (structure temaire 
et quaternaire, r^versibilite du curage...) 

L'un des principaux avantages d'un tel crible reside dans sa 
parfaite innocuite ce qui permet de le r^aliser dans un 
laboratoire de biologie mol^culaire classique de niveau L2, et 
non, comme requis dans les techniques anterieures, dans un 
laboratoire de niveau P3. 

De plus, la grande facilite d' utilisation et le trds faible 
coQt de ce kit rendent le criblage a haut debit realisable. 
L' utilisation de pastilles S antibiogramme, qui permettent la 
diffusion du produit en crgant un gradient de concentration, 
permet en outre de tester en une seule experience une 
raultiplicite de concentrations, contrairement aux tests 
classiques, dans lesquels seule une concentration est testae. 
Pour chaque molecule dont on teste 1' activity anti-prion, 
1' utilisation de 1 ' antibiogramme permet igalement d' avoir des 
informations sur la toxicitg du produit ainsi que sur le 
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rapport activity/concentration, et de determiner ainsi la 
meilleure concentration efficace. 



La souche [PSJ+] utilis^e dans le kit selon 1' invention porte 
5 une inactivation du gene ERG6. En effet, les levures sont 
naturellement assez peu permeables. En particulier, la levure 
preferee pour la mise en oeuvre de I'invention/ Saccharomyces 
cerevisiae, presente une impermeabilite . telle que la 
realisation d'un criblage s'avdre particulidrement peu 
10 efficace sans cette inactivation. 



La methode d' analyse du crible selon 1' invention est visuelle 
grSce a 1' utilisation de 1' allele adel-14. Selon 1' activity 
anti-prion de la molecule testSe^ les colonies de cellules 

15 auront une coloration rouge, ros^e ou blanche. Le choix de la 
souche de levure peut pearmettre d'amSliorer le contraste entre 
les colonies. En effet, certaines souches dites « Strong » 
facilitent 1' analyse visuelle du crible. De telles souches 
possedent un fort niveau d'agregation des formes prions. A 

20 contrario, la souche sera dite « Weak ». Les souches pr§ferees 
pour la mise en osuvre de 1' invention sont done les souches de 
type « Strong »• 

D'autres levures peuvent egalement §tre utilisees. On citera a 
25 titre d' exemples : JCluyveromyces lactis, Pichia methanolica, 
Saccharomyces ludwigii, Kluyveromyces marxianus, Pichia 
pas tori s, Zygosaccharomyces rouxi, Schizosaccharomyces pornbe. 

Etant donne la letalite synthetique observee entre 
30 1' inactivation du gene ERG6 et 1' inactivation du gene TRPl, le 
gene BRG6 pourra etre delete en utilisant le gene TRPl comme 
marqueur de deletion. 
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Avantageusement, le kit comporte en outre un agent de curage 
des prions h doses sub-eff icaces. 

Par curage, on entend une elimination des formes prions dans 
5 les cellules de levure. Cette elimination peut etre temporaire 
ou definitive - 



A titre d'exemple, un agent de curage pour le. prion peut §tre 
I'eau oxygenee ou pref erentiellement , le chlorure de 
10 guanidium- 

Par doses sub-ef f icaces, on entend des doses qui utilisees 
seules .ne suffiraient pas a curer les prions des levures. Les 
valeurs de telles doses sont donn^es, dans les exemples qui 
15 suivent, pour le chlorure de guanidium. 

Les int^r§ts de la presence d'un agent de curage §l des doses 
sub-ef f icaces sont de renforcer la sensibility du crible et 
d'obtenir un meilleur contraste. 

20 

Le kit selon 1' invention peut §tre mis en oeuvre dans une 
m^thode de criblage de molecules k activite anti -prion. Cette 
mithode de criblage, egalement visee par 1' invention, est 
caracterisee en ce qu'elle met en oeuvre une levure de 
25 phenotype [PSJ+] presentant 1' allele adel''14 du gine ADEl 
ainsi qu'un gene ERG6 inactive et comporte les etapes 
suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro sur un 
milieu complemente d'une dose sub-ef ficace d'un agent 
30 de curage des prions, 

b- depot des composes a tester selon la mithode de 
1 ' ant ibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 20-25^C, 
et, 
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d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

Cette mSthode poss^de des avantages analogues a ceux du kit 
selon 1' invention. II s'agit d'un test visuel, tres facile a 
analyser. Sa mise en oeuvre est tris simple et peu on^reuse. 
Les precautions relatives a la securite sont celles d'un 
laboratoire classique de biologie moleculaire. Ella permet le 
criblage massif : una parsonne seule peut cribler manuellement 
plus de 400 produits par jour. Un criblage da tres haut debit 
serait possible par automatisation de la methode. Le resultat 
du cribla est revele au bout de 7 jours, sans gu'il soit 
necessaire de recourir i des manipulations lourdes entre le 
jour J et le jour j+7 (^ventuel lament un changement de 
temperature de 1' incubateur) . Enfin, cette methode est 
particuli^rement Sconomique. 

Une des levures prefer^es pour la mise en oeuvre de cette 
methode est Saccharomyces cerevisiae. 

Avantageusement , 1' agent de curage de I'etape a. est le 
chlorure de guanidium. 

La methode peut ggalement conporter les 4tapes suivantes : 

6. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6°C, 
et/ou, 

f . realisation d'un test de criblage secondaire. 

L'incubation ^ 2-6°C permet d'accentuer le contraste des 
colorations des colonies. 



Preferentiellement, le test de criblage secondaire 
comport er les etapes suivantes : 
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- construction d'une souche de levxire dans laquelle le 
gene ADE2 est sous le contr61e du promoteur du g^ne 
DAL5 

- realisation des etapes a, a e. des methodes decrites 
5 ci-avant. 

Un tel crible secondaire permet de tester tres rapidement si 
les molecules isolees lors du crible primaire peuvent avoir un 
effet general sur les prions chez la levure. En effet, les 
10 genes SUP35 (responsable du prion [PSX+] ) et URE2 (responsable 
du prion [URES] ) codent pour des enzymes ayant des fonctions 
totalement differentes et dont les sequences primaires sont 
trds eloign^es. 

15 L' invention couvre egalement les molecules Isoldes par la 
tnethode de criblage selon 1' invention. 

En particulier, la mSthode de criblage a permis d'isoler des 
agents ant i -prion ayant la formule (I) suivante : 

20 




dans laquelle R est un groupement H, NHa, NHR^, ou est vine 
25 chaine alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 t 10 

carbones, ramifi^e ou non, 
X represent e F, CI, Br, I, CF3, SR^, OR^, OH, NO2, 
COR^ CONH2, COOH, COOR^ oa est un groupement 
alkyl de 1 a 4 carbones, de pr^f^rence CH3. 
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p et n, identiques ou dif ferents, egalent 0, 1 ou 
2. 

q Sgale 0 ou 1. 

L' invention couvre en particulier les agents anti-prion de 
forrnule (III) : 



R' 




dans laquelle r' reprgsente un groupement H, NHj, NH-(CH2)3- 
N(CH3)2, NH-CH(CH3)-(CH2)3-N{CH2-CH3)2, 
X represente F, Cl, CF3, 

p et n, identiques ou dif ferents, egalent 0, 1 ou 
2. 

Cette famille de molecules, appelge « Kastellpaolitines » par 
les inventeurs, possdde ^ un degrg plus ou moins fort 
I'activite anti-prion recherchge. En particulier, les derives 
chlores de cette famille. sont particulidrement efficaces. Les 
meilleures ef f icacitSs sont obtenues lorsque le chlore est 
placg en position 2, 3, 4, de preference, en position 4 (voir 
KPl dans les exertiples qui suivent) , 



L' invention vise plus particulidrement les composes de forrnule 
(ID : 
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(X)p 




3 



10 9 



dans laquelle r' represente un groupement NH2, NH- (CH2) 3- 

5 N(CH3)2/ NH-CH(CH3)-(CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 

X represente CI, CP3, 

p et n, identiques ou differents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

pour une utilisation corame medicament, et en particulier, 
10 corame agent ant i -prion. 

Elle vise egalement les compositions pharmaceutiques 
comprenant une quantite therapeutiquement efficace d'au au 
moins un compose de formule (II) dans laquelle : 

15 

R' 

2 1 10 9 (II) 



R' represente \m groupement H, 2SIH2, NH- (CH2) 3-N (CH3) 2/ 

NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2r 
20 X represente F, Cl, CF3, 

p et n, identiques ou differents, ggalent 0, 1 ou 2, 
en association avec au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 
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Certains composes de cette famille sont particuli^rement 
.actifs. II s'agit de la phenanthridine at . de. la 6t 
aminophgnanthridine , ainsi que de leurs derives chlores, en 
particulier lorsque le chlore est place en position 8, 9, lo , 
de preference, en position 10 (voir dans les exemples qui 
suivent) • 

Pref erentiellement , dans les formules (II) et (III), R' 
represente NH2. En effet, une tres bonne activite des molecules 
a ete constatee lorsque R' represente NH2. 

L' invention propose Sgalement une mSthode de traitement des 
maladies neurodegeneratives impliquant des agregats 
protSiques, comportant une dtape d' administration i un animal 
ou a un patient d'une quantity therapeutiquement efficace d'au 
moins un des composes de formule (I) , (II) ou (III) selon 
1' invention. 

Les agents anti-prion selon 1' invention sont part iculi Bremen t 
utiles pour I'obtention d'un medicament destine a prevenir 
et/ou a traiter les maladies neurodegeneratives, en 
particulier de type a agregation de proteines, telle que les 
encephalopathies spongiformes, les maladies d'Alzheimer (tau) , 
Parkinson (synucleine a) et de Huntington (huntingtine) .« Ces 
medicaments peuvent etre a visee humaine ou veterinaire, en 
particulier pour des animaux domestiques (vaches, moutons, ...) 
ou sauvages (lynx, cervides tels que biches, elans, .-) 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
appara£tront dans les exemples ci-dessous et en se referant 
aux figures suivantes: 

- la figure 1 se rapporte k la faisabilite du crible, 

- la figure 2 illustre le protocole de criblage. 
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- la figure 3 est relative k I'isolement des 
Kastellpaolitines, de la phSnanthridine at a leur 
relation stnicture/activite, 

- la figure 4 se rapporte k la d€termination de 
1' activity des d^rivees de la phenanthridine , 

- la figure 5 prSsente les resultats des tests de cure 
liquide, 

- la figure 6 se rapporte au crible • secondaire base 
sur le prion [,URE3] , 

- la figure 7 d^montre la validation du test avec la 
chlorpromazine, la quinacrine et le verapamil, 

- la figure 8 prSsente les rgsultats de I'effet de KPl 
sur le prion manimifSre dans un modele in vitro, et, 

- la figure 9 est relative a une etude 
structure/activite r^alisee sur la molecule de 
formule gSnSrale (II) . 



Example 1 : RSallsation du crible. 
20 1. Materiel et methodes 



25 



Organismes {Saacharomyces cerevisiae) et milieux de culture 
La souche de levure haploide [PSJ+] 74-D694 (Afat a, adel-14, 
trpl-289, hi83.A200, uraS-SZ, Ieu2-3,112) a 6t6 utilisSe dans 
la mise au point de la mSthode de criblage. La souche utilisSe 
est dite « Strong » car elle prisente un phgnotype bien marqug 
lorsque le facteur de terminaison de la" traduction Sup35p est 
sous une forme prion ou agr^gee. 

30 Afin d'augmenter la penetration des inhibiteurs, les 
inventeurs ont modifig g^nStiquement cette souche en y 
introduisant une mutation du gene ERG6. Ce gene intervient 
dans la biosynthdse de I'ergosterol, composant de la paroi 
cellulaire des levures. La mutation a 6te realisee par 
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insertion au niveau du site chromosomique du gdne ERGS d'une 
« cassette de "d^lgtion » correspondant au gene marqueur TRPi 
flanqu6 par des sequences en ADN se trouvant en amont et en 
aval de la phase codante du gShe ERG6 . Cette cassette a ete 
produite par PGR en utilisant le plasmide pFA6a-kanMX6 comme 
matrice et les oligonucleotides 0BMIO6O (5') et 0BMIO6I (3') 
comme amorces. Les cellules de levure 74-D694 « Strong » ayant 
integre la cassette de deletion (souche appele.e STRg6, deposee 
^ la CNCM le 10 octobre 2002 sous le numero 1-2943) sont 
celles qui se developpent sur milieux minimum depourvu en 
tryptophane . La mutation Aerg6: :TRP1 a ensuite ete verif iee 
par PGR en utilisant I'ADN genomique de la souche STRgS comme 
matrice et les oligonucleotides OBM1030 (5') et oBM1063 (3') 
comme amorces. 



Les amorces PGR utilisees prSsentent les sequences en 
nucleotides suivantes : 

0BMIO6O 5' CGATTTAAGTTTTACATAATTTAAAAAAACAAGAATAAAATAATAATATAG 

TAGGCAGCATAAGCGGATGCCCGGGTTAATTAA 3' (SEQ ID N°l) 

0BMIO6I 5' CTGCATATATAGGAAAATAGGTATATATCGTGCGCTTTATTTGAATCTTAT 

TGATCTAGTGAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3' (SEQ ID N°2) 

OBM1030 5' GGTACCTCGTTCCCGTAC 3' (SEQ ID N^3) 

OBM1063 5' CAGTCAGAAATCGAGTTCCA 3' (SEQ ID N°4) 

Sauf indication du contraire, les souches de levure sont 
cultivees a 30^C dans du milieu riche (YPDilf) ou dans du milieu 
minimum, Lorsque ce n'est pas explicitement specific, les 
pourcentages correspondent k un rapport masse/volume. La forme 
gelosee est obtenue par ajout d'agar ^2%. 

YPDi|r : 1% d'extrait de levure (Fisher®), 2% de peptone (Gibco®) 
et 2% de glucose ; 

Milieu miniiBum : 0,175% de yeast nitrogen base without amino 
acid and armonivm sulfate (Difco®) , 0,75% de sulfate d' ammonium 
et 2% de glucose. Ce milieu est amene a pH 6 . Afin de 
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compenser les gventuelles avixotrophies, ce milieu peut gtre 
compl^tg, aprds sterilisation, par ajout d'acides amines 
(0,002% de L-Histidine et/ou 0,004% de L-Leucine et/ou 0,003% 
de L- Tryptophane) ou de bases azotees (0,0025% d'Uracile et/ou 
0,008% d' Adenine) . 

M^thode de criblage de substances a activite anti-prionesque 
(« Prion Halo Assay ») 

La methode de criblage elaboree est basee sur le principe de 
I'antibiograttime. En effet, les composes k tester sont dSposSs 
sur un disque en papier filtre sterile, lui-mgme d6pos4 sur 
une boite de milieu YPDili solide contenant 0,2 mM de chlorure 
de guanidium prgalablement ensemencSe avec environ 5.10* 
cellules de la souche STRg6 afin de rSaliser un tapis de 
levure. Cette quantity de cellules ensemencSes (de 10* a lO') a 
6t6 optimis^e afin que chaque cellule puisse se diviser au 
moins 6 fois (nombre de ggn^ration nScessaire pour avoir un 
effet de cure efficace avec 3 mM de GuHCl) . L'ajout d'une 
faible quantity de chlorure de guanidium (0,2 tnM) , dose sub- 
efficace pour curer les prions chez la levure (la dose 
efficace ^tant de I'ordre de 1 a 5 mM) permet d'augmenter la 
sensibility du test (voir la partie R^sultats) . Les boates 
carries de 12 cm de c6tS sont ensuite incubees 3 jours a 
23, 5 pour permet tre 1' apparition et la croissance des 
colonies de levures. Ces boites sont ensuite stockees 3 jours 
a 4»C afin d'accentuer le coloration rouge presente autour des 
disques imbibes de substances actives sur la forme prion de la 
proteine Sup35p. La comparaison avec les t^moins negatifs 
(depot du solvant des inhibiteurs testes) et positif (d#p6t 
d'une solution de chlorure de guanidium a 300 mM, provoquant 
une elimination efficace des protSines Sup35p sous une forme 
prion) permet de juger de I'efficacitS d'un compost. La figure 
2 illustre le protocole de la mgthode de criblage : (1) 
Culture de la souche STRgS ; (2) DSpot et etalement avec des 
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bill es de verre steriles de 3 & 4 mm de diametre/ d' environ 10^ 
cellules en phase exponentielle de croissance sur une bolte de 
milieu solide YPDi|; contenant 0,2 mM de chlorure de guanidium 
: constitution du ^^tapis'' de cellules ; (3) Dep6t des disques 
de papier f iltre steriles selon un quadrillage ■ perroettant 
1' analyse de 32 composes (temoins inclus) et depot de 20 jil 
maximum de chacun des produits a tester ; (4) Incubation ; 
(5) Numerisation du result at obtenu ; (6) Example presentant 
I'isolement d'un compose presentant une forte activity anti- 
prion. 



Synthese de ll-aminodibenzo [b, f ] [1,4] thiazepines et de la 6- 
aiolnophenanthridine 

Les ll-aminodibenzo[b,f] [1,4] thiazgpines, appel^s encore 
Kastellpaolitines, peuvent gtre prepares en une seule etape. 
La synthase de ces produits a dejk M d^crite dans la 
publication de Mettey et al . , 1997. 



2 . Resultats 
Principe et faisabilite du crible 

Le chloinare de guanidium, le seul produit connu "pour curer 
efficacement les prions chez la levure 5accharojmyces 
cerevisiae, a servi non seulement de temoin positif tout au 
long du criblage, mais aussi pour etudier la faisabilite de la 
m^thode ainsi que pour la mettre au point. Le chlomre de 
guanidium cure efficacement les differents prions de levure a 
une dose comprise entre 1 et 5 mM (Femandez-Bellot et Cullin, 
2001) . Dans ces conditions, la cure necessite une presence 
constante de ce produit pendant six a dix generations en phase 
exponentielle de croissance compromettant la faisabilite du 
crible sur boite tel que les inventeurs souhaitaient le 
r^aliser. 
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La figure 1 montre la faisabilite du crible, 

Les trois panneaux de gauche : una souche [PSI+] . est cultivee 
pendant 48H en presence de chlorure de guanidium a 5 tnM (avec 
0,2% DMSO final) ou, comme controle avec seulement 0,2% DMSO 
final. A T = 0, puis toutes les 24H, une goutte de 10 juL 
(environ 10* cellules) est deposee sur une boite de milieu 
riche. La cure au chlorure de guanidium commence & avoir un 
effet apres 24H de traitement, soit aprgs 6 generations 
environ (une coloration ros^e commence a apparaltre) . Au bout 
de 48H, soit apris 12 generations environ, la goutte de 
cellules presente une coloration nettement rouge, signe d'une 
cure complete des cellules [P5J+] . 

Le panneau du milieu : quelques cellules sont prelevees a T = 
48H et sont striees sur un milieu frais. Elles forment presque 
toutes des colonies rouges dans le cas de la cure au chlorure 
de guanidium. 

Le panneau de droite : ces mSme cellules sont culottees au 
fond d'un tube Eppendorf apres culture liquide. Dans le cas de 
la cure au chlorure de guanidium, elles forment un culot 
rouge . 

La premiere etape a done consiste a determiner si le chlorure 
de guanidium pouvait avoir vn effet visualisable sur boxte sur 
des cellules [PSJ+] avec le systdme de pastilles a 
antibiogramme. Une fois cette etape realisee, les inventeurs 
ont mis au point les conditions optimales de temperature, de 
milieu, de densite ainsi que de type cellulaire k utiliser 
(figure 2) . La souche presentant la meilleure sensibilite est 
la souche STRg6 cultivee a 23,5 oc et en presence de 200 pM de 
chlorure de guanidium. En effet, 1' introduction d'une dose 
sub-efficace de chlorure de guanidium dans le milieu permet 
d'augmenter la sensibility du test. 
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Criblage d'une chimiothSque 

Des composes (environ 1000) ont €t6 passes au crible en. 
utilisant les conditions optimisees par las inventeurs (figure 
2). Sur chaque bolte, 15 \il de DMSO sont deposes sur le filtre 
en haut a gauche (tSmoin n^gatif) et 15 ^1 d'une solution de 
chlorure de guanidiura en solution a 300 mM dans le DMSO 
(temoin positif) sont dgposis sur le filtre en bas a droite. 
Le meme volume (15 pil) de chacun des produits de la faanque 
(tous en solution a 10 tnM dans le DMSO) est d6pos€ sur les 
f litres restants (trente par grande bo£te de Petri carrSe) . Un 
signal positif (visualisation d'un halo rouge autour du disque 
de papier filtre sterile sur lequel le produit est depose) a 
6t€ obtenu pour cinq produits. Ces produits correspondent a 
quatre molgcules d'une mSme famille, appelees 
« Kastellpaolitines » par les inventeurs, et a une cinquieme 
bien connue : la ph^nanthridine . 



Exemple 2 : Iden tificatioa des KasteHvaolxtinea et de la 
phenan thridiae . 

Les structures chimiques des Kastellpaolitines .et de la 
phenanthridine sont presentees dans la figure 3B. Le panneau 
3A montre une analyse conparative de la taille des halos 
rouges obtenus respectiveraent avec 1' ensemble de ces molecules 
(toutes d6pos6es en quantite ^quivalentes : 15 ^1 d'une 
solution a 10 mM dans le DMSO) . Cette experience permet de 
comparer 1' activity relative de chacun de ces produits. Le 
plus actif est la Kastellpaolitine 1 (ou KPl) suivi par la 
phenanthridine . 



Synthase et test de la S-aminophenanthridine 
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Une analyse cotnparative de la phgnanthridine d'une part, et 
des Kastellpaolitines d' autre part montre plusieurs points 
coinmuns entre ces deux groupes de molecules (figure 3). Les 
diffgrentes molecules y sont classees de la moins active a la 
5 plus active et leurs formules respectives indiquees. Toutes 
sont tri-cycliques, le cycle central contenant dans tous les 
cas un azote en double liaison avec un carbone adjacent. Par 
centre, chez toutes les Kastellpaolitines, le carbone du cycle 
central qui est en double liaison avec cette azote porte un 
10 groupement amino, ce qui n'est pas le cas pour la 
phenanthridine. Cette observation a conduit les inventeurs a 
vouloir tester la 6-aminophenanthridine. 

La 6-aminophgnanthridine peut gtre prgparg selon le mode 
15 operatoire mis au point par Kessar et al, 1969. 

La 6-aminophgnanthridine a done 4t6 pass^e au crible selon 
1' invention, en comparaison avec les Kastellpaolitines 1 (KPl) 
et 5 (KP5) ainsi qu'avec la phenanthridine. Le rgsultat est 
trSs net : la 6-aminophenanthridine est encore plus active que 
les Kastellpaolitines et que la phenanthridine. 

La figure 4 illustre les rgsultats de cette comparaison : 
1' activity de la e-aminoph^nanthridine a gtg determin^e sur 
boite et comparee a celle de la phenanthridine. Pour toutes 
les molecules, la m§me' quantite est deposee (10 m d'une 
solution a 10 mM) . Dans le cas du temoin positif (chlorure de 
guanidium) , la solution utilisee etait 4 300 mM. 

30 Par consequent, en greffant ce groupement amino, 

caracteristique des Kastellpaolitines sur la phenanthridine, 

les inventeurs ont augmente fortement I'activite de cette 
demidre . 
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En suivant la m§me demarche, lea inventeurs ont ensuite ajoutg 
un chlore en position 8 dans la 6-aminoph^nanthridine (6AP) 
poxir produire la 6-aniino-8-chlorophenanthridine (6A-8CP) . 
Cette modification a de nouveau augments I'activite du 
compose. Finalement, le chlore en position 8 a et^ renplacg 
par un groups trif luoromethyle pour donner la 6 -amino- 8- 
trifluoromethylphenanthridine (6A-8tFP) . Corame le montre la 
figure 4, cette demiere modification a conduit ^ une 
augmentation supplementaire de I'activite et la 6A-8tFP 
represents actuellement ion des composes les plus actifs. 



Sxemple 3 : Sy nergie entre lea prodnita iBolSa I'aide du 
crible et la cblorwre de guanidinm 

Toutes les molecules actives ont 6t€ isolSes dans un milieu 
contenant \ine faible dose de chlorure de guanidium (200 jiM / 
dose ef ficace = 4 mM) . Ce parti pris Stabli lors de la miss au 
point du crible rSpondait au souci d'augmenter la sensibilite 
(et done le seuil de detection de la methods). L'effet des 
molecules dans dss milieux contenant plus (500 yM) de chlorure 
de guanidium .ou n'en contenant pas, a par la suite €t€ 
observe. La phenanthridine est toujours active sur un milieu 
sans chlorure de guanidium, mais son activity augraente 
fortement en fonction de la quantity de chlorure de guanidium 
(pourtant en dose nettement sub-ef ficace) dans le milieu. Ce 
risultat indique une synergie d' action entre le chlorure de 
guanidium et la phenanthridine. Le mime risultat a 6tS obtenu 
pour toutes les autres molecules isol^es par les inventeurs 
(les Kastellpaolitines, la 6-aminoph6nanthridine et ses 
d^rivgs) . 
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Exemple 4 : Verification de la cure en milieu licpiide 

Les ■ inventeurs ont ensuite voulu .. determiner si les halos 
rouges observgs dans le test levure correspondaient bien a de 
la cure du prion [PSI+] at non pas k un artefact (par exemple 
ces halos rouges pourraient etre dus a une inhibition directe 
de la chaane de biosynth^se de 1' adenine par ces molecules, ce 
qui conduirait a une accumulation de I'AIR) . Si ces molgcules 
curent ef f icacement le prion [PSI+] , un traiteraent en culture 
liquide de cellules [PSI+] suivi d'un lavage desdites cellules 
doit leur permettre de former des colonies rouges sur un 
milieu g61os€ ne contenant plus les molecules. Ces tests ont 
et6 realises avec la 6-aminophenanthridine sur la souche 
« strong » sauvage 74-D694. 

Les conditions de c\ire en milieu liquide sont les suivantes : 
une souche [PSI+] est cultiv^e pendant 5 jours en milieu 
liquide en presence des quantitSs indiguSes des diff^rents 
produits (voir figure 5) . Toutes les 24H, une fraction 
aliquote est lavge en milieu vierge de tout produit et deposee 
sur un milieu gglose solide (lui aussi vierge de tout produit) 
qui est traite ensuite comme indiqu^ en figure 2 . 

Comme montrS dans la figure 5, la 6-aminoph€nanthridine est 
capable de curer partiellement le prion [PSI+] dans un nottibre 
significatif de cellules. L'efficacite de cure peut etre 
notablement augment^e en rajoutant une dose sub-efficace (100 
HM) de chlorure de guanidium dans le milieu de culture. Dans 
une telle cure liquide, le m§me effet synergique que celui 
observe dans le test sur bolte est ggalement retrouvS. 
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[S. 5 .• Mis e au point et utilisatloa d'lm crible 

GolorimStxiQue se condaire base sur 1' utilisation de [URES], un 
autre prion de levure 

Un autre test rapide sur bolte a et6 r^alisg, bas^ sur un 
autre prion de levure : [URE3] . Ce test constitue un crible 
secondaire qui pertnet de gen^raliser I'effet des produits 
isolSs lors du crible primaire a \m autre prion de levure. De 
la sorts, il est possible d'ecarter les molecules actives 
uniquement centre le prion [PSI+] et done moins intSressantes 
car d'un effet non gin^ral. 

Pour le prion [imB3] la souche haploide utilis^e est CC34 (Mat 
a, trpl-1, ade2-l, len2-3,112, hisS-ll.lS, ura2::HIS3). 

La souche NT34 qui a servi pour le crible secondaire a 6t6 
construite a partir de CC34, souche dans laquelle la phase 
codante du g§ne DAL5 a StS reinplac#e par celle du gSne ADE2 en 
utilisant la mgme mgthode que celle utilisge pour la 
construction de la souche STRgS. Pour cela une cassette de 
deletion correspondant au gSne ADB2 flanqu4 par des sequences 
en ADN se trouvant en amont et en aval de la phase codante du 
gdne DAL5 a ete produite par PGR en utilisant de I'ADN 
genomique de la souche haploide BY4742 (Mat a, his3Al, leu2A0, 
lys2A0, ura3A0) comme matrice et les oligonucleotides : 

ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAAAAAATTCAAGATGGATTCTAGAACAG 
TTGG (SEQ ID N»5) (5'), et, 

TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTTCTA 
GATAAGC (SEQ ID N°6) (3') comme amorces. 

La mutation dal5::ADE2 a ensuite €t€ verifiee par PGR en 
utilisant I'ADN genomique de la souche NT34 comme matrice et 
les oligonucleotides : 

ATAGTCTCTGCTCATAG (SEQ ID N» 7) (5'), et, 
GCTTACAGAAATTCTAC (SEQ ID N-S) (3-) comme amorces. 
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La souche NT34 (Afat a, .trpl-l, ade2-l, leu2-3,112, his3-ii,i5^ 
ura2::HIS3, .dal5::ADE2) a etg deposes a la CNCM le 10 octobre 
2002 sous le numgro 1-2942. 

Ce crible est base sur le meme systeme colorimetrique que le 
crible primaire. Dans la souche de levure NT34, le gine ADE2 
n'est plus sous controle de son propre promoteur, mais sous 
celui du ggne DAL5. Lorsque la proteine Ure2p est sous forme 
prion UURE3'i) , la transcription k partir du promote\ir du gdne 
DAL5 est activee done le gSne ADE2 est exprimS, done les 
souches sont blanches et autotrophes pour 1' adenine. Lorsque 
la proteine Ure2p est sous forme normale {[ure3-0]), la 
transcription a partir du promoteur du g^ne DAL5 est r€primge 
done le gdne ADE2 n'est pas exprirag, done les souches sont 
rouges et auxotrophes pour 1' adenine. Lorsque la souche NT34 
est trait^e avee 5mM de chlorure de guanidium pendant une 
dizaine de generations, elle forme des colonies rouges (comme 
attendu et comme le ferait la souche [PSI+] utilisee pour le 
criblage primaire) . Comme on peut 1' observer sur la figure 6, 
la phSnanthridine et la 6-aminophgnanthridine provoquent 
1' apparition d'un halo rouge lorsqu'elles sont deposges sur le 
petit filtre lui-mgme depose sur le tapis de cellules 
prSalablement etalges sur le milieu nutritif geios# (m§me 
proc^dS que pour le crible primaire, voir figure 2) . Ce 
resultat suggere que ces produits sent egalement aetifs sur le 
prion IURE3] . II est 'k noter, toutefois, que ce crible 
secondaire est nettement moins sensible que le crible 
primaire. II est done tr^s utile pour observer rapidement si 
I'effet des molecules isolees lors du premier crible est 
generalisable t d'autres prions de levure mais en aucun cas il 
ne saurait se siabstituer au crible primaire. 



Afin d'augmenter la perragabilitg cellulaire, la sequence 
codante du gine ERG6 a ggalement €te remplac^e par celle du 
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gdne TRPl. Dans cette souche (SB34) , la transcription de ADE2 
depend done de I'gtat de Ure2p : si Ure2p est inactive par un 
m^canisme prionique (cellules [CZRB3] ) , le gene ADE2 est 
transcrit activement alors que dans les cellules [ure3-0] , il 
ne I'est pas. Done, les cellules [VRB3] de la souche SB34 
formeront des colonies blanches alors que les cellules [ure3- 
0] formeront des colonies rouges. Du fait que cette souche 
contient toujours 1' allele ade2-l, il a 6te envisage que cette 
souche pourrait etre [PSI+] , de sorte que la coloration rouge 
pourrait etre due au curage de [PSJ+] plutot que de [DKB3] . 
Cette possibilite a 6te exclue en v6rifiant par cytoduction et 
conjugaison que la souche est bien [URE3] . En plus, la 
sequence codante entiSre du ggne ade2-I a 6t6 dSlgtee pour 
donner la souche NTS 5. Cette souche a ggalement formg des 
colonies blanches, demontrant de nouveau qu'il s'agit bien de 
[VRE3] . 



La souche SB34 a gte construite en renipla<?ant le gene 
ERG6 dans CC34 par amplification PGR du marqueur TRPl et en 
remplagant la region codante du gdne DAL5 par le gene ADE2 en 
utilisant une mSthode bas^e sur la PGR par deletion du gene 
ERG6 avec les amorces (5' -ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAA 
AAAATTCAAGATGGATTCTAGAACAGTTGG-3') (SEQ ID n°9) et 342 (5'- 

TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTCTAG 
ATAAGG-3') (SEQ ID N°10) . Ce remplacement de gene a gte 
ensuite confirm^ par croissance sur le milieu SD-Ade, en 
1' absence de croissance sur le milieu USA (comme prSvu pour 
une souche dalSA) et par PGR analytique sur I'ADN g#nomique. 
Le phenotype [VRE3] de cette souche a ete verifie par 
cytoduction : parmi 30 cytoducteurs, 26 ont 6t6 capables de 
croltre sur le milieu USA, montrant qu'il s'agissait de 
[URB3], La souche NT35 a 6t6 construite en rempla?ant le gdne 
ade2-l dans la souche SB34 par le marqueur KanMX amplifie par 
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PGR et en v#rifiant le remplacement r#ussi du gdne par PCR 
analytique sur I'ADN g^nomique. 



[e 6 : V erification de la cure de [UKE3] en milieu 
liquide 

Deux types d' experiences ont et6 mengs afin de verifier que 
I'effet observe sur boite avec la souche NT34 correspond bien 
a de la cure. Tout d'abord, des cellules .dans les zones 
environnant les filtres ont et^ r4cup€rees pour le t4moin 
negatif (DMSO) , positif (chlorure de guanidium) pour la 
phgnanthridine et pour la 6-aminophgnanthridine. Ces cellules 
ont ensuite gte strides sur un milieu frais exempt de toutes 
ces molScules. Les cellules rgcuperees autour des filtres 
forment toutes des colonies rouges, k 1' exception de celles 
recoltSes autour du tgmoin nggatif. Ce r€sultat montre que la 
coloration rouge observee sur boJte pour la souche NT34 
correspond bien k une cure et non k un artefact 1x6 k une 
inhibition d'une enzyme de la voie de biosynth^se de 1' adenine 
(dans ce cas, la coloration rouge serait perdue sur un milieu 
sans inhibiteur) . L'effet de cure de la phenanthridine et de 
la 6-aminophenanthridine a ggalement gte verifig directement 
sur le prion [VRE3] . Des cellules [URE3] de la souche CC34 
poussent sur xin milieu appele USA alors que des cellules 
curves ([ure3-0]) sont incapables de pousser sur ce milieu. 
Les inventeurs ont examine la capacite de cellules [ORES] 
traitees par 200 pM de chlorure de guanidium (temoin negatif) , 
par 5 mM de chlorure de guanidium (tgmoin positif) ou par 
diffgrentes doses de S-arainophgnanthridine (seule ou en 
combinaison avec 200 pM de chlorure de guanidium) k pousser sur 
vm milieu USA. La 6-aminoph€nanthridine est capable de curer 
le prion IURE3} de fa<;on significative et,. tout comme pour le 
prion [PSI+], cet effet est accentu^ par une faible dose de 
chlorure de guanidium (200 pM) . Ces resultats, outre le fait 
qu'ils valident le crible secondaire avec la souche NT34, 
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sugggrent que I'effet des inhibiteurs mis en Evidence par 
ledit crible devrait §tre ggn^ral sur tous. les prions de 
levure . 

Exemple 7 : Valldat ioa du crible avea deux molecules actives 
sur le prion de s mananiferes PrP : la chlorpromazine at la 
quinacrine 

Le laboratoire de Stanley Prusiner, pdre . de I'hypothdse 
« prot^ine seule » et prix Nobel en 1997, a isole un certain 
nombre de molecules actives sur le prion de mammifire PrP 
grtce a un syst^me de cellules murines (neuroblast omes) 
chroniquement infectees par le prion PrP^^ (Korth et al . , 
2001). Ce systeme, de par sa lourdeur et sa complexity, ne 
permet pas un criblage massif comme celui mis au point par les 
inventeurs. Aussi I'approche du groupe de Stanley Prusiner a- 
t-elle ete de tester une ^ une, parmi des molecules d^ji 
utilisees comme medicaments, celles qui passent la barriSre 
hgmato-encephalique. Certaines molecules, comme notamment la 
quinacrine (utilisee comme anti-paludeen depuis longtemps) ou 
la chlorpromazine (un anti-depresseur) presentent une activite 
notable dans leur systSme. De fa<?on a valider le crible, les 
inventeurs ont done teste la chlorpromazine et la quinacrine 
dans leur systSme levure. Comme montre dans la figure 7, ces 
deux molecules presentent une certaine activite centre le 
prion [PSJ+] . . II faut toutefois noter que leurs activites sont 
nettement inferieures a'celle de la 6-aminophenanthridine. On 
peut egalement relever que la chlorpromazine et la quinacrine, 
tout comme 1' ensemble des molecules mis en evidence par 
1' invention, presentent une forte synergie d' action avec le 
chlorure de guanidium (Sur la figure 7, le milieu utilise 
contient 200 de chlorure de guanidium) . Ce dernier resultat 
suggere que ces deux molecules agissent sur la m§roe voie 
biochimique que les molecules isoiees selon 1' invention. 
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Par ailleurs, il est intgressant de noter que la quinacrine, 
dont I'activite est environ dix fois superieure a celle de la 
chlopromazine dans le test du Pr. Prusiner, pr€sente 4galement 
une activite nettement superieure a celle-ci dans le crible 
mis au point par les inventeurs. En outre, tout comme dans le 
test du Pr. Prusiner, la chlorpromazine et la quinacrine 
necessitent un traitement prolong^ (au moins 6 jours dans le 
cas du test du Pr. Prusiner, au moins deiox a .trois jours dans 
le cas du crible selon 1' invention) avant de deceler une 
activity . 



De plus, les inventeurs ont deteiroin^ I'activite, dans le test 
selon 1' invention, d'autres molgcules isol^es grSce au test 
bas6 sur les neurobl as tomes de souris, mis au point par le Pr. 
Prusiner. II a €t€ trouvg une bonne correlation entre les 
r#sultats obtenus dans les deux systimes : 1 ' ac^promazine qui 
s'est rSveiSe gtre ISgdrement active dans le systSme mammifire 
a egalement pr^sentg une faible activity dans le test selon 
1' invention et les molecules inactives dans 1' analyse sur les 
mammifdres comme la carbamazepine, 1 ' imipramine , 
I'halopgridol, le chloroprothixdne ou le bleu de methylene ont 
6t6 6galement inactives dans le test. 

La quinacrine a et4 egalement decrite comme inhibiteur de la 
resistance multiple aux medicaments (MDR) . Pour tester si son 
effet anti-prionique pou'rrait concemer ce mScanisme (qui est 
compatible avec 1' effet synergique du GuHCl) , nous avons 
lvalue 1' effet curatif putatif d'un inhibiteur general de MDR 
efficace, le verapamil. Comme le montre la figure 7, bien 
qu'une concentration forte de ce midicament ait ete utilisee, 
concentration proche de la toxicite, aucun effet curatif n'a 
pu §tre deceie. 
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Toutes ces correlations entre 1' activity de la quinacrine et 
de la chiorpromazine selon le test ou le crible utilise 
permettent de valider 1' utilisation de la m^thode selon 
1' invention pour r^aliser des criblages haut debit en vue 
d'isoler des molecules susceptibles de constituer des 
medicaments efficaces (sur les mammifires et en particulier 
sur I'homme) centre des maladies neurodegeneratives impliquant 
des agrggats proteiques, de type .encephalopathies 
spongiformes, maladies d' Alzheimer, de Huntington.. 

Example 8 : Analys e de 1 ' Inhibition de la PrS^" dans les 
cellules ScN2a-22L 



Des cellules de neuroblastome de souris infectees par le 
prion de la tremblante du mouton (ScN2a-22L) ont ete utilisees. 
Les cellules ont ete cultivees dans des flacons de 25 cm' en 
presence ou absence des composes pendant plusieurs jours. 
Ensuite, les proteines ont ete extraites des cellules ScN2a- 
22L par lyse cellulaire dans 500 /il de tampon de lyse (50 mM 
de Tris HCl pH 7,5 ; 150 mM de NaCl, 0,5 % de desoxycholate de 
sodium; 0,5% de Triton XlOO) . Aprds normalisation des 
proteines avec le kit Uptima Interchim, les quantites ajustees 
de lysats cellulaires ont ete digerees par la proteinase K a 
20 /zg/ml (Eurobio) pendant 40 min k 3 7»C. Les lysats ont ete 
centrifuges ensuite pendant 90 min a 20 000 x g et le culot a 
ete resuspendu dans 25 ill de tampon denaturant (1 X Tris- 
Glycine ; 4 % de SDS, 2 % de P-mercaptoethanol ; 5 % de sucrose 
et du bleu de bromophenol) et chauffe pendant 5 min a 100 "C 
avant analyse par Western blot selon le protocole standard en 
utilisant I'anticorps monoclonal de souris anti-PrP SAF83 
(foumi par SPI-BIO, Massy-Palaiseau, France). Les 
pourcentages d' inhibition de la formation de PrP^^ resistant a 
la proteinase K ont ete calcuies en utilisant le NIK Image J : 
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1' inhibition de 1' accumulation de la PrP«= a €te de 96 % pour 
la chlorpromazine (Chlor.) et 70 % +/- 6 % pour la KPl. 

Deux des composes sglectionnes (KPl et 6AP) ont ete testes 
dans ce systSme manrniif^re. Comme le montre la figure 8, la KPl 
a 6t4 capable d'induire une diminution significative de 
1' accumulation de prion mammifere a une dose similaire a celle 
utilises pour la chlorpromazine (5 fj.M) . Au bout de 7 jours de 
traitement, 70 % de la PrP- resistant t la proteinase K ont 
disparu (puits 1^3) compare aux cellules non traitges (puits 
4 et 5) . Get effet significatif a etg probablement sous-estimS 
puisque les cellules traitees avec le solvant des composes 
seul (DMSO 0,01 %) ont montrg une hausse significative et 
reproductible en PrP- resistant a 1^ proteinase K (puits 6) 
Le m§me effet sur 1 'elimination de la PrP^^ a €t€ obtenu avec 
la 6AP a 2 et 4 ;zM. 
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Ces r^sultats valident done 1' utilisation du test de criblage 
selon 1' invention bas# sur la levure pour isoler les composes 
anti-prions puisque la quinacrine et la chlorpromazine ont ete 
detectees en utilisant cette analyse et que la KPl et SAP ont 
gtg ggalement efficaces pour favoriser 1 ' Elimination du prion 
mammifdre in vitro. 



Exemple 9 : Etude stinicture/acti-u-i te 



Dans le but d'etudier les diffgrentes positions de 
substitution des molecules anti-prions isol^es, les inventeurs 
ont realise une" etude structure/activite sur la molecule de 6- 
30 aminophenanthridine. Les molecules de 2-fluoro.6- 
aminophenanthridine (2F-6AP) , 2-f luoro-6-amino-8-chloro- 

Phenanthridine (2f-6A-8ClP) et 6-amino-7-chlorophgnanthridine 
(6A-7C1P) ont ainsi et6 obtenues par synthase chimique et leur 

activite anti-prion a ete d^terminee en utilisant le test 
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selon 1' invention. Les resultats obtenus sont repris par la 
figure 9. Les diam^tres des halos rouges obtenus gtant 
proportionnels a I'activite anti-prions . des molecules 
depos6es, les resultats indiquent que la presence d'un 
substituant de type halog^ne au niveau des positions 7 ou 8 
accro£t 1' activity anti-prion des molecules de formules (ii) 
tandis que le meme type de substituant en position 2 tend a la 
diminuer . 
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Revendications 

1. Kit de criblage de molecules a activity anti-prion, 
caract^risS en ce qu'il comport© en cornbinaison une levure da 
phgnotype [PSI+J , un antibiogramme et xm agent de curage des 
prions a des doses sub-ef f icaces, ladite levure pr4sentant 
1' allele adel--14 du gdne ADEl ainsi qu'un gine ERG6 inactive. 

2. Kit selon la revendication 1, caractirise en ce que la 
levure est Saccharoaryces cerevisiae. 

3. Kit selon la revendication 1 ou 2, caractgrisg en ce que 
1' agent de curage des prions est le chlorure de guanidiura. 

4. M^thode de criblage de molScules a activity anti-prion, 
caract^risge en ce qu'elle met en oeuvre une levure de. 
phgnotype [PSJ+] prSsentant 1' allele adel-14 du gSne ADEl 
ainsi qu'un gdne ERG6 inactive et comporte les etapes 
suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro sur un 
milieu complementg d'une dose sub-ef ficace d'un agent 
de curage des prions, 

b. depot des composes M tester selon la methode de 
1 ' antibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 20-25''C, 
et , 

d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

5. Methode de criblage selon la revendication 4, caracteris^e 
en ce que la levure est Saccharomyces cerevisiae. 



6. Mgthode de criblage selon I'une quelconque des 
revendications 4 ou 5, caract^risie en ce que 1' agent de 
curage de I'gtape a. est le chlorure de guanidium. 
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7. M6thode de criblage selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 4 h 6, caracterisSe en ce qu'elle con5)orte en 
outre les etapes suivantes : 

e. inciibation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6'>C, 

et/ou, 

f . realisation d'vm test de criblage secondaire. 

8. Methode de criblage selon la revendication 7, caract^risSe 
en ce que le test de criblage secondaire cornporte les Stapes 
suivantes : 

- construction d'une souche de levure dans laquelle le 
gSne ADE2 est sous le contrSle du promoteur du gdne 
DAL5 

- realisation des gtapes a. k e. des methodes selon 
les revendications 4 et 7. 

9. Coirposg de formule (II) dans laquelle : 




2-1 10 9 

R' represents un groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 
N (CH3) 2 , NH-CH (CH3) - (CH2) 3-N (CH2-CH3) 2, 
X represents F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diffgrents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

pour une utilisation cotnme medicament. 
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10. Compose selon la revendication 9, de formule (II) dans 
laquelle : 



R' 



N=C 



(X)p-3 



2 1 



10 9 



(II) 



R' represent e un grouperaent NH2, 
X represente F, CI, CF3, 

p et n, identigues ou differents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

pour une utilisation comme medicarnent . 
11. Utilisation du conposS de formule (I) 



R' 



N=:C 



/ 




(I) 



dans laquelle r' est un . groupement H, NH2, NHR^, oil R» est une 
chalne alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 a 10 
carbones, ramifiSe ou non, 

X represente F, CI, Br, i, CF3, SCH3, OCH3, OH, 

NO2, COCH3, CONH2, COOH, COOR^ ou r3 est un 

groupement alkyl de 1 a 4 carbones, 

P et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 

2, 

q §gale 0 ou l, 
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pour I'obtention d'un medicament destine a traiter les 
maladies neurodegeneratives in5)liquant des agregats 
proteiques . 

12. Utilisation du compost de formule (III) dans laquelle : 




(HI) 

R' represente un groupement H, NHa, NH-(CH2)3- 
N(CH3)2, NH-CH(CH3) -(CH2)3-N(CH2-CH3)2, 
X represente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diffgrents, egalent 0, 1 ou 

pour I'obtention d'un medicament desting a traiter les 
maladies neurodggenSratives itnpliquant des agregats 
proteicjues. 

13. Utilisation du coraposg de formule (II) dans laquelle : 

R' 

5 / 



2 1 10 9 



(11) 



R' represente un groupement H, NH2, NH- (CHj) 3-N (CH3) 2, 
NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2, 
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X represent e F, CI, CF3, 

P et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 2,. 
pour I'obtention d'un medicament destine a traiter les 
maladies neurodgg€neratives iitipliquant des agregats 
5 prot^iques . 



14. Utilisation du compost de formule (II) dans laquell« 



R' 

5 / 



10 9 



(II) 



R' represent e un groupement NHz, 
X reprgsente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 2, 
pour I'obtention d'un medicament desting ^ traiter les 
maladies neurodegeneratives impliquant des agrggats 
protgiques . 

15. Utilisation selon les revendi cations 11 a 15, 
caractgrisge en ce que les maladies neurodgggngratives sont 
les encephalopathies spongiformes, les maladies d'Alzheimer et 
de Huntington. 

16. Composition pharmaceutique comprenant une quantity 
therapeutiquement efficace d'au au moins un compose de formule 
(II) dans laquelle ; 
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(II) 



•R' repr€sente un groupement H, NH2, NH- (CH2)3-N(CH3) 2, 
NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2. 
X represente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 2, 
en association avec au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

17. Composition pharmaceutique comprenant une quantite 
thgrapeutiquement efficace d'au moins un compose de formule 
(11) dans laguelle : 




(II) 



R' represente un groupement NH2, 
X represente P, Cl, CP3, 

P et n, identiques ou diffgrents, egalent 0, 1 ou 2, 
en association avec au moins un vShicule pharmaceutiquement 
acceptable. 



